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  IV摘要 
第十七型脊髓小腦運動失調症（SCA17）為體染色體顯性遺傳的
神經退化性疾病，起因於位在染色體 6q27 位置上的  TATA-binding 
protein（TBP）基因之 CAG/CAA 三核苷酸重複擴增，轉譯出帶有不
正常的聚麩醯胺鏈（polyQ tract）的蛋白質產物，造成蛋白質構形改
變而產生錯誤摺疊與聚集，導致疾病。目前 SCA17 致病機轉尚未完
全瞭解，且尚無有效治療方法，加上疾病進程發展及變異極大，因此
瞭解  TBP  基因 CAG 三核苷酸重複在族群中的分佈情形及探討可
能致病機轉，將對發展疾病治療策略有所助益。本論文即以 SCA17 
為主題，首先進行臺灣地區正常人族群、帕金森氏症患者族群、原發
性顫抖症患者族群與其它神經退化性疾病患者族群的  TBP  基因
CAG  三核苷酸重複遺傳分析，發現 CAG/CAA 重複次數的頻率主要
集中在 36 個重複序列，並於 OPMD 及 TICS 疾病中發現有兩名不
正常擴增的例子（44 and 45 repeats） ，顯示  TBP  基因重複擴增序列
可能與其它神經疾病相關。另一部分利用年齡與性別配對的 SCA17 
淋巴細胞株及建立誘導式 SCA17 細胞模式，檢視氧化壓力與熱休克
蛋白在 SCA17 上扮演的角色。氧化劑 TBH 處理後兩種細胞模式皆
顯示帶有 polyQ 擴增的細胞對氧化壓力的耐受性顯著差於帶有正常 
TBP  的細胞，推論氧化壓力可能參與 SCA17 致病機轉。此外，在 
SCA17  淋巴細胞株或誘導式 SCA17 細胞模式觀察到 HSPA8 與 
HSPB1  表現量的改變 ， 暗示此兩種熱休克蛋白亦可能參與 SCA17 致
病機轉。最後，組蛋白去乙醯酶抑制劑 valproate 可增加帶有 polyQ 
擴增細胞的存活率的發現，將有利於找出 SCA17 治療策略的目標。  
  VAbstract 
Spinocerebellar ataxia 17 (SCA17) is an inherited progressive 
neurodegenerative disease. It is caused by an expanded polyglutamine 
(polyQ) tract in the TATA-box binding protein (TBP), a general 
transcription initiation factor, which is crucial for most gene transcription. 
The expanded polyQ causes a conformational change leading to protein 
misfolding and aggregation. However, it remains unclear how the polyQ 
tract affects cellular protein function and induces selective loss of neurons. 
In this study, we examined the CAG/CAA repeat size range in TBP allele 
in Taiwanese control subjects and in patients with Parkinson’s disease, 
essential tremor, and other neurological disorders by SCA17 genotyping. 
The most common TBP allele contains 36 repeats and two expanded (44 
and 45 repeats) alleles were found in patients with OPMD and TICS. 
Using age- and gender-matched lymphoblastoid and stably induced 
HEK-293 cells with expanded polyQ, we examined the roles of oxidative 
stress and chaperones in the pathogenesis of SCA17. In both cell models 
the relative cell death ratio in cells expressed expanded TBP is 
significantly higher than that in cells expressed normal TBP upon 
prooxidant TBH (tert-butyl hydroperoxide) treatment. The results suggest 
that oxidative stress may be involved in SCA17 pathogenesis. In addition, 
altered HSPA8 and HSPB1 expressions were observed in lymphoblastoid 
model or stably induced HEK-293 model, suggesting that HSPA8 and 
HSPB1 may be involved in SCA17 pathogenesis. Finally, the finding that 
treatment of histone deacetylases inhibitor valproate increases the 
viability of cells expressing expanded TBP may help to identify potential 
targets of SCA17 therapies. 
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壹、 緒論 
 
一、 脊髓小腦運動失調症 
    脊髓小腦運動失調症（spinocerebellar ataxias，簡稱 SCAs）又俗
稱小腦萎縮症，為一群體染色體顯性遺傳的神經退化性疾病。這類型
疾病主要臨床症狀為小腦萎縮退化，造成行動失調、發音困難等。此
外，患者亦有腦幹、脊髓或週邊神經系統的損傷（Wullner, 2003） 。
目前被報導的脊髓小腦運動失調症超過 28 種亞型（Manto, 2005; 
Duenas et al., 2006） ，各亞型之間臨床症狀相似，難以藉由病徵來區
分，須進一步作分子層次的檢測與診斷。 
    脊髓小腦運動失調症依據基因突變的情形可分成三大類，第一大
類為致病基因具有 CAG 三核苷酸重複（trinucleotide repeat）擴增所
造成的疾病，包括  SCA1、2、3、6、7、17  及齒狀核紅核殼視丘下核
萎縮症（dentatorubropallidoluysian atrophy，簡稱 DRPLA）等（Orr et al. 
1993; Kawaguchi et al. 1994; Koide et al. 1994; Imbert et al. 1996; Pulst 
et al. 1996; David et al. 1997; Zhuchenko et al. 1997; Koide et al. 
1999） ；第二大類則由於致病基因在非轉譯區含有三或五核苷酸重複
擴增而導致的疾病，包括  SCA8、10、12  等 （Holmes et al. 1999; Koob 
et al. 1999; Matsuura et al. 2000） ；第三大類則為致病基因發生缺失突變（deletion mutation） 、錯意突變（missense mutation） 、無意義突變
（nonsense mutation）或剪接位突變（splice site mutation）所造成的
疾病，包括  SCA5、14、27  等（van de Warrenburg et al. 2003; Yabe et 
al. 2003; Stevanin et al. 2004; Alonso et al. 2005; Brusse et al. 2006; 
Ikeda et al. 2006） 。大部分的脊髓小腦運動失調症屬於第一類 CAG 重
複擴增的疾病，這些不同致病基因上 CAG 三核苷酸重複擴增，會轉
譯出不正常的聚麩醯胺鏈（polyglutamine tract，簡稱 polyQ  tract）的
蛋白質產物，進而改變蛋白質的構形，導致突變蛋白摺疊錯誤、溶解
性降低，而形成聚集（aggregation） 。帶有 polyQ 擴增的突變蛋白在
此過程中會與細胞內一些蛋白結合，包括轉錄調節因子（transcription 
factor） 、熱休克蛋白（heat shock protein） 、26S  蛋白酶體次單元
（proteasome subunits） 、監護蛋白（chaperones）等，而形成不溶性
的包涵體（inclusion body） ，影響細胞正常生理功能，造成神經退化
及死亡（Perze et al., 1998; Mitsui et al., 2002; Schmidt et al., 2002） 。 
此外，CAG  三核苷酸重複擴增的數目也會影響疾病的發病年齡
及臨床症狀，當擴增數目越多時，發病年齡越早且越嚴重（Duenas et 
al., 2006）。在遺傳上，也發現有期望效應（anticipation）情形，即
病患子女的三核苷酸重複擴增的數目會多於父母，導致子女發病年齡
提早且症狀更嚴重（Maltecca et al., 2003; Manto, 2005） 。 
  2 
二、  第十七型脊髓小腦運動失調症 
    第十七型脊髓小腦運動失調症（SCA17）為位於染色體 6q27 位
置上的  TATA- binding protein（TBP）基因上帶有 CAG/CAA 三核苷
酸重複擴增而造成疾病（Koide et al., 1999; Nakamura et al., 2001） 。臨
床症狀上，除了小腦萎縮外，患者也出現行動失調、肌張力不全、精
神疾病、認知功能障礙、失智、亨丁頓氏舞蹈症（Huntington’s disease，
簡稱 HD） 及帕金森氏症候群 （parkinsonism） 等症狀 （Nakamura et al., 
2001; De Michele et al., 2003; Rolfs et al., 2003; Stevanin et al., 2003; 
Hernandez et al., 2003; Lasek et al., 2006）。 
Koide  等學者在 1999 年首先報導，一位  TBP  基因上帶有 63 
個 CAG/CAA 三核苷酸重複擴增的日本女性，出現有神經退化性病
症（Koide et al., 1999） 。之後根據不同族群的遺傳研究顯示，正常人
族群中  TBP  基因的 CAG/CAA 重複數目約 25 到 42 之間，在家
族性及偶發性的運動失調患者 CAG/CAA 重複數目擴增至 43 到 
66  之間（Nakamura et al., 2001; Fujigasaki et al., 2001; Zuhlke et al., 
2001; Silveira et al., 2002; Reid et al., 2003; Maltecca et al., 2003）。而
臺灣地區的帕金森氏症（Parkinson’s disease，簡稱 PD） 、阿茲海默氏
症（Alzheimer’s disease，簡稱 AD）及精神分裂症患者族群中，也發
  3現有  TBP  基因的 CAG/CAA 重複序列不正常擴增的例子，顯示  
TBP  基因的不正常擴增可能亦與多種神經疾病相關（Wu et al., 2004, 
2005; Chen et al., 2005）。 
正常  TBP  基因所轉譯出的 TBP 蛋白為 RNA 聚合酶 II 
（RNA polymerase II）的轉錄因子 D 之次單元，在細胞轉錄過程中
扮演重要角色。當基因進行轉錄前，須藉由 TBP 蛋白來辨識啟動子
（promoter）的 TATA box 上的正確位置，進而結合，使 DNA 構
形適當改變，幫助其它轉錄因子及 RNA 聚合酶與 DNA 結合，啟
動轉錄進行（Burley and Roeder, 1996）。TBP  蛋白的 C 端主要為  
DNA  結合的區域，而 N 端則具有調節 C 端與 DNA 結合的功
能，SCA17  病人在  TBP  基因上的 CAG/CAA 三核苷酸重複擴增，
使得 TBP 蛋白的 N 端帶有擴增的 polyQ，而此區域附近也是 TBP 
蛋白與其它轉錄因子結合的位置（Seipel et al., 1994），因此 TBP 蛋
白的 polyQ 擴增序列有可能會影響某些基因的轉錄效率，使細胞正
常生理功能受損，導致敏感的神經細胞產生病變及退化。在 SCA17  
轉殖小鼠的研究中顯示，帶有擴增 polyQ 的 TBP 蛋白會加強和轉
錄因子 TFIIB 的作用，同時 HSPB1 蛋白表現量受到負向調節，並
觀察到 TFIIB 在  Hspb1  啟動子上佔據情形有降低的現象，暗示著  
TBP  蛋白上帶有 polyQ 的區域在轉錄調節上可能扮演著重要的角
  4色（Friedman et al., 2007）。 
 
三、  多麩醯胺酸擴增疾病與氧化壓力 
    三核苷酸 CAG 重複擴增，轉譯出不正常的 polyQ 蛋白質，除
造成 SCA17 疾病的發生外，還包含 HD、延髓肌萎縮症（spinobulbar 
muscular atrophy，簡稱 SBMA） 、SCA1、2、3、6、7  以及 DRPLA 等
神經退化性疾病（Cummings and Zoghbi, 2000） 。雖然這些疾病的致
病基因不同，影響不同的神經細胞，但具有相似的病徵，顯示可能有
共通的致病機轉。目前研究發現 polyQ 擴增會改變蛋白質的構形，
導致突變蛋白摺疊錯誤且形成不溶性的包涵體聚集（Perutz et al., 
1994; DiFiglia et al., 1997） 。此外，polyQ  擴增造成的 caspase 活化及
細胞凋亡（apoptosis） 、異常受體活化、能量代謝異常、氧化壓力產
生、干擾基因轉錄機制等亦與疾病形成有關（Goldberg et al., 1996; 
Browne et al., 1997; Cha et al., 1999; Wellington and Hayden, 2000; 
Okazawa, 2003; Trushina and McMurray, 2007） 。 
    目前研究認為粒腺體（mitochondria）功能的損傷與氧化壓力的
增加是造成神經退化性疾病，如 PD、AD  及 HD 的危險因子（Albers 
and Beal, 2000） 。在 HD 的 in vitro 和 in vivo 實驗中，發現帶有 polyQ 
擴增的 huntingtin 突變蛋白會引發氧化壓力的產生（Browne et al., 1999; 
  5Bogdanov et al., 2001; Wyttenbach et al., 2002） ，位於 HD 轉殖小鼠腦中的
紋狀體 （striatum） 區域亦顯示有氧化傷害增加的情形 （Perez-Severiano et 
al., 2000） 。而且氧化壓力會促進突變的 huntingtin 蛋白的聚集與誘發細
胞的死亡（Goswami et al., 2006） 。另外，也發現一氧化氮（NO）參與氧
化傷害形成，並影響神經退化症狀出現的時間（Perez-Severiano et al., 
2002） 。而在麩氨基硫耗盡（glutathione-depletion-induced）或過氧化誘發
（peroxide-induced）氧化壓力的研究中觀察到，處於氧化壓力的神經細
胞，Sp1  乙醯化（acetylation）的情形會增加，顯示 Sp1 的大量表現可幫
助細胞對抗氧化壓力與氧化傷害，使細胞存活。然而，突變的 huntingtin 
蛋白會妨礙 Sp1 和 TAFII130  結合，影響細胞產生適應氧化壓力的反應
（Ryu et al., 2003） 。 
 
四、  熱休克蛋白 
熱休克蛋白（heat shock protein，簡稱 HSP）為一群蛋白質的總稱，
家族成員包含 HSP110、 HSP90、 HSP70、 HSP60、 HSP40  和 18-30  kDa 小
分子量的 HSPs 等，存在於細胞質、粒腺體、內質網及細胞核中（Kiang 
and Tsokos, 1998） ，是維持細胞生命所必須的蛋白質。在正常細胞生長狀
況下，許多熱休克蛋白具有持續表現量，扮演監護蛋白的角色，保護細
胞免於傷害，使其維持正常之生理功能（Ohtsuka and Hata, 2000） 。當細
  6胞受到各種壓力，包括氧化壓力時，會快速增加熱休克蛋白來幫助細胞
抵抗壓力所造成的傷害（Ohtsuka and Hata, 2000; Ohtsuka and Suzuki, 
2000） 。此外，熱休克蛋白可透過抑制細胞內某些變性蛋白的聚集，並利
用能量消耗來幫助細胞內未摺疊、錯誤摺疊或聚集的蛋白質恢復正常結
構，維持蛋白質活性。 
多麩醯胺酸擴增疾病大多被認為是獲得功能（gain-of-function）
的突變，表示擴增的 polyQ 會使蛋白構形不穩定，影響摺疊方式，
造成蛋白質摺疊錯誤和傾向聚集，進而導致蛋白質功能異常而具有毒
性，累積在細胞質或細胞核內，形成不溶性的聚集物（aggregate）或
包涵體，最後使神經細胞受損。此過程中亦發現有 HSPs 參與，於 
SCA3  病患腦部與細胞模式研究中，均觀察到 HSP40 與 HSP70 的
表現和聚集物位於同一區域（colocalization） ，顯示兩者密切相關；進
一步以細胞模式過度表現 HSP40 可抑制突變蛋白的聚集，意味著擴
增的 polyQ 能誘發 HSPs 來反應壓力環境（Chai et al., 1999） 。 
之後 Kopayashi 和 Sobue 的文獻報導也指出熱休克蛋白對於  
polyQ  疾病具有保護作用（Kobayashi and Sobue, 2001） 。在 SBMA 的細
胞研究中，顯示 HSP70 和 HSP40 結合表現能有效降低突變的致病蛋白
聚集與細胞死亡，亦觀察到 SBMA 轉殖小鼠過度表現 HSP70，其損傷
的運動功能可獲得改善（Kobayashi et al., 2000; Adachi et al., 2003） 。而於
  7老鼠和果蠅動物模式的研究中，也認為過度表現 HSP70 具有延緩神經功
能受損，促進細胞存活和抑制 polyQ 所引起的神經退化的效果（Warrick 
et al., 1999; Chan et al., 2000; Cummings et al., 2001） 。另外，HSPB1  被報
導對於神經細胞的存活具有抗細胞凋亡（anti-apoptotic）的性質（Lewis et 
al., 1999; Wagstaff et al., 1999） 。  HD 研究結果發現 HSPB1 能防止細胞內
的 polyQ 蛋白的毒性，並可抑制突變的 huntingtin 蛋白所引發的反應性
含氧物種（reactive oxygen species，簡稱 ROS）增加，亦證實 HSPB1 能
保護細胞對抗氧化壓力的傷害（Wyttenbach et al., 2002） 。 
 
五、  藥物篩檢研究進展 
    目前對致病機轉的瞭解已有許多進展，同時在藥物篩檢方面，也
陸續報導出許多具有潛能的治療藥物，大致有以下數類： 
（一）降低聚麩醯胺蛋白聚集的藥物。如：geldanamycin、cystamine
等，可增加細胞內熱休克蛋白或監護蛋白的表現，幫助 polyQ 蛋白
摺疊及穩定，減緩 polyQ 蛋白聚集（Sittler et al., 2001; Karpuj et al., 
2002; Dedeoglu et al., 2002; Kiang, 2004） 。 
（二）增加基因轉錄效率的藥物。如：sodium butyrate、trichostatin
（TSA） 、suberoylanilide hydroxamic acid（SAHA）等，這些組蛋白
  8去乙醯酶抑制劑（histone deacetylases inhibitor，簡稱 HDACi） ，可使
染色體進行乙醯化，結構變為較疏鬆，以利基因轉錄進行（Steffan et 
al., 2001; Ferrante et al., 2003; Hockly et al., 2003） 。此外，valproate  可
透過抑制組蛋白去乙醯酶和誘導熱休克蛋白表現，進而產生神經保護
的效果（Ren et al., 2004） 。 
（三）增強粒腺體功能的藥物。如：creatine、coenzyme Q10、α-lipoic 
acid  等可提升細胞能量代謝或增加抗氧化的能力，以減緩動作失調
症狀（Beal and Ferrante, 2004） 。 
（四）抑制細胞凋亡的藥物。如：zVAD-fmk 、DEVD-fmk 、
taurosodeoxycholic acid、minocycline  等，藉由抑制細胞凋亡的執行
酵素 caspase，來阻斷細胞凋亡路徑，減少神經細胞死亡（Ona et al., 
1999; Chen et al., 2000） 。 
（五）其它用於神經性或蛋白質聚集疾病的藥物。如：Bis-ANS
（4,4’-Dianilino-1,1’-binaphthyl-5,5’-sulfonate） （Cordeiro et al., 2004; 
Ferrao-Gonzales et al., 2005） 、N-acetylcysteine （Knuckey et al., 1995） 、
rapamycin（sirolimus） （Ravikumar et al., 2002, 2004; Berger et al., 
2006） 、FK506（tacrolimus） （Gold et al., 2004）等。 
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貳、  研究目的 
 
本篇研究以 SCA17 為主題，首先在族群遺傳方面，針對臺灣地
區正常人族群、帕金森氏症患者族群、原發性顫抖症患者族群與其它
神經退化性疾病患者或家屬族群的  TBP  基因進行基因型分析，以瞭
解臺灣人族群中  TBP  等位基因的 CAG/CAA 三核苷酸重複次數的
情形與分布，以及與神經退化性疾病之間的相關性，並提供臺灣地區
遺傳資料庫建立所需資料。另一方面，由於多麩醯胺酸擴增疾病詳細
致病機轉尚不清楚，仍有待進一步研究；再者，疾病進程發展及變異
性極大，目前仍無有效的治療方法，因此探討 SCA17 之致病機轉將
對疾病治療有所助益且具重要性。本篇研究即利用淋巴細胞株與建立
誘導式 SCA17 細胞模式，處理血清去除、氧化劑、細胞凋亡誘導劑、
蛋白酶體抑制劑與 valproate 候選藥物，檢測細胞死亡率或存活率，
評估 SCA17 細胞與正常細胞對氧化壓力的耐受性與藥物的敏感
性，並瞭解熱休克蛋白 HSP70 家族中的 HSPA5 與 HSPA8，以及 
HSPB1  表現情形，探討 SCA17 疾病可能的致病機轉，期能提供藥
物篩檢與疾病治療策略上的參考。 
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參、研究材料與方法 
 
一、TBP  等位基因之族群遺傳分析 
（一）血液樣本來源 
正常人族群（經醫師診斷無神經退化性疾病） ，帕金森氏症、原
發性顫抖症（essential tremor）及其它神經退化性疾病患者或家屬等
血液樣本由林口長庚紀念醫院神經肌肉疾病科吳逸如醫師、陳瓊美醫
師提供。血液樣本採集均經本人或家屬同意。 
（二）基因組 DNA（Genomic DNA）萃取 
利用市售  DNA Extraction Kit（Cat. No.200600, Stratagene）萃取
基因組 DNA，方法如下：血液樣本約 4-6  ml，加入 1X  Solution  I 至
15 ml，翻轉混合均勻後，靜置於冰上作用 5-10 分鐘。離心 2,000 
rpm、 5 分鐘，去除上清液，留下細胞核沉澱物。加入 2  ml  Solution 
II，震盪使核沉澱物懸浮，再加入  10 µl proteinase K，於 37℃  作用
隔夜或數天。之後，冰上作用 10 分鐘，加入 0.8 ml Solution III 翻
轉混合均勻，靜置於冰上反應 5 分鐘。接著離心 3,400  rpm、4℃ 15 
分鐘，沉澱細胞蛋白質，收集含有基因組 DNA 的上清液，加入 6  µl 
RNase，於 37℃  作用 15 分鐘。再加入 2.5  ml  isopropanol，緩慢搖晃使 DNA 析出 。將析出的 DNA 轉移到微量離心管中， 離心 14,000 
rpm、1  分鐘，以沉澱 DNA。去除上清液後，加入  0.5 ml 75%  酒精
清洗 DNA。再次離心 14,000  rpm、1  分鐘，去除上清液，風乾。加
入適量 ddH2O  使 DNA 回溶並測定 DNA 濃度，保存於 4 ℃  冰箱
備用。 
（三）聚合酶連鎖反應（PCR）及  TBP  基因型分析（Genotyping） 
取 100 ng 的基因組 DNA，進行總體積 25 µl 的 PCR 反應。
反應溶液中包含 50 ng 的  primer （ Forward ：
5'-hex-ATGCCTTATGGCACTGGACTG ； Reverse ：
5'-CTGCTGGGACGTTGACTGCTG） 、1 mM MgCl2、10% DMSO、200 
µM dNTP、0.5 U Tag DNA polymerase（Promega） 。反應條件為 94℃  
6  分鐘，使 DNA 雙股裂解，再以循環式裂解溫度 94℃ 30 秒、54
℃ 30 秒，及  72℃ 30 秒，進 行  45 個循環作用 ， 最後 72℃  作用 10  
分鐘。待 PCR 反應完成後，以 1.6% 洋菜膠電泳檢查 PCR 放大產
物（201-255 bp for 27-45 repeats） 。確認完成之 PCR 產物，取 1  µl，
加入  16 µl ddH2O  稀釋 ， 進行基因型分析 （MegaBACE500 ， Amersham 
Bioscience Ltd.，國立臺灣師範大學遺傳多樣性實驗室） 。原始數據利
用軟體（MegaBACE Analyzer）分析判讀其基因型，推算三核苷酸  
CAG/CAA  重複次數。若有大於 44 個重複次數的樣本，則進一步以 
  121.8%  洋菜膠電泳純化 PCR 產物，進行 DNA 定序確認。 
 
二、 SCA17 病患淋巴細胞株模式 
（一）細胞來源 
    SCA17 病患淋巴細胞株為 CC3313、CC4179、CC4524，其  TBP
等位基因（allele）之 CAG/CAA 重複次數分別為 36/55、33/46、
37/44，由台北榮民總醫院周邊神經科宋秉文醫師所提供。正常人淋
巴細胞株 95CT167、95CT277、95CT209，由林口長庚紀念醫院神經
肌肉疾病科吳逸如醫師、陳瓊美醫師所提供。其性別與年齡配對詳細
情形與  TBP  等位基因 CAG/CAA 重複次數資料列於表一。 
（二）細胞培養 
    正常人與 SCA17 病患之淋巴細胞株培養於 37℃、5% CO2 且溼
度穩定之細胞培養箱中。細胞培養液為含有 10% 胎牛血清（FBS） 、
1.0 mM sodium pyruvate、1.5 g/L sodium bicarbonate、100 U/ml 
penicillin  及  100 U/ml streptomycin 之  RPMI 1640 培養液
（Gibco） 。每隔一至兩天添加 5 或 10  ml 新鮮培養液，每兩週進行 
1:3-1:4  繼代培養，以 1,200 rpm，離心 5 分鐘，去除上清液，收集
細胞換至新 T75 細胞培養瓶。細胞冰凍保存，使用含有 12.5% 
  13DMSO  與 20%  FBS 之冷凍培養液，保存於液態氮桶中。 
（三） 細胞死亡率- Trypan blue 排除檢測 （Trypan blue exclusion assay）  
三位正常人（95CT277、95CT209、95CT167）與三位 SCA17 病
患（CC3313、CC4179、CC4524）的淋巴細胞株，各培養 1  × 10
5 細
胞於 96 孔盤中，每孔中含有 100 μl RPMI 1640 培養液（含 10% 
FBS  或無 10% FBS） ，於 37℃，5% CO2 環境下培養 34 小時，進
行血清有無去除處理。氧化壓力處理則培養相同細胞數，於含 10% 
FBS  或無 10% FBS 之 100 μl RPMI 1640 培養液條件下，培養 10 
小時後，分別進行 0 μM  及 10 μM  濃度之氧化劑  tert-butyl 
hydroperoxide solution （簡稱 TBH）處理 24 或 48 小時。取 20  µl 
細胞液，和 20 µl 0.4% Trypan blue（Gibco）混合均勻，於光學顯微
鏡下分別計算活細胞 （亮） 及死細胞 （藍色） 數量，求得細胞死亡率。
實驗進行三重複，且每次實驗進行二重複，並重複取兩次細胞液進行
計數。 
（四）淋巴細胞株的蛋白質分析 
1.  蛋白質萃取 
培養 5  × 10
6 的正常人與 SCA17 病患淋巴細胞株於 T25 培養
瓶，每瓶含有 5 ml RPMI 1640 培養液（含 10% FBS 或無 10% 
  14FBS） ，進行上述相同血清去除與氧化壓力條件處理。之後收集細胞
以 PBS 清洗兩次後，萃取蛋白質，其方法如下：細胞加入適量
Triton-100 buffer （0.5% Triton-100 - 5% Glycerol - 1 mM DTT – 1 × 
protease inhibitor mixture - PBS） ，靜置於冰上作用 15 分鐘後，離心 
14,000 rpm、4℃ 30 分鐘，取出上清液即完成，保存於 -80℃。 
2.  西方轉漬法（Western blotting） 
    蛋白質先經 Bio-Rad Protein Assay 定量後，取等量蛋白質加入
適量 sample buffer（50 mM Tris, pH6.8 - 2% SDS - 10% Glycerol - 
2.5% β-mercaptoethanol - 0.005% bromophenolblue） ，沸水浴 5 分鐘
後，進行 10%  SDS-聚丙烯醯胺電泳（簡稱 SDS-PAGE）以分離蛋白
質。待電泳完，利用  XCell II TM Blot Module （Invitrogen） 及 transfer 
buffer（25mM Tris - 0.2M Glycine - 20% methanol）將蛋白轉漬至硝化
纖維膜（nitrocellulose transfer membrane, Whatman）上。之後浸泡於
blocking buffer（3% non-fat milk - PBS）隔夜。Blocking  完後以清洗
液 （10 mM Tris-HCl pH8.0 - 0.05% Tween 20） 清洗膜三次 ， 每次 15 分
鐘。加入一級抗體 Goat  anti-GRP78 （C-20；sc-1051, Santa Cruz）稀
釋 200 倍、Goat anti-HSC70 （K-19；sc-1059, Santa Cruz）稀釋 200
倍、Goat anti-HSPB1  （C-20；sc-1048, Santa Cruz）稀釋 1000 倍、
或控制組 Mouse anti-β-actin  （C4, Chemicon）稀釋 5000 倍。於室
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horseradish peroxidase （HRP） conjugated donkey anti-goat IgG 
（H&L） （sc-2020, Santa Cruz，稀釋 5000 倍） 或  goat anti-mouse IgG 
（H&L） （Jackson，稀釋 10000 倍）二級抗體，於室溫作用 1.5 小
時。之後清洗膜三次，每次 15 分鐘。最後加入冷光呈色試劑
（Millipore） 於膜上，以 ImagerReader  LAS-3000 軟體偵測蛋白表現。
上述蛋白質萃取實驗重複進行兩次，每次萃取的蛋白液重複兩次西方
轉漬分析。最後將四次呈色結果利用 AlphaImager 軟體進行定量分
析。 
 
三、誘導式 SCA17 細胞模式 
（一）細胞來源 
誘導式細胞株由 Invitrogene 公司購得 Flp-In
TM T-REX
TM 293 
細胞株，以及 Flp-In  T-Rex 的誘導系統，進一步建立 SCA17 細胞模
式。 
（二）細胞培養 
Flp-In
TM T-REX
TM 293 細胞，其完全培養液為 DMEM 培養液
（Gibco） ，包含 10%  FBS、1.0 mM sodium pyruvate、1.5 g/L sodium 
  16bicarbonate、100 U/ml penicillin、100 U/ml streptomycin，另加入 100 
μg/ml Zeocin
 及 15  μg/ml Blasticidin S  兩種篩選細胞之抗生素。培養
於 37℃，5% CO2 且溼度穩定之細胞培養箱中，並以  1:5 - 1:10  進行
繼代培養。 
（三）不完整 N 端 TBP（tNTBP）重組質體構築 
將 pYES2-tNTBP-Q3-EGFP、pYES2-tNTBP-Q54-EGFP  載體（黃
慧茹, 2007）以限制酵素  BamHI、PstI  作用並純化 tNTBP-Q3、
tNTBP-Q54 片段，並利用限制酵素  PstI、NotI  切出並純化 EGFP  片
段，進而與  BamHI、NotI  切割的 pcDNA5/FRT/TO 載體純化片段，
進行接合反應（ligation） 。然後將重組載體利用細菌轉形作用
（transformation）轉入勝任細胞內，挑選單一菌落進行質體 DNA 小
量製備。經限制酵素切割圖譜分析與 DNA 定序確認後，選殖成功重
組質體 pcDNA5/FRT/TO-tNTBP-Q3-EGFP 與
pcDNA5/FRT/TO-tNTBP-Q54-EGFP  之菌落進行質體大量製備與保
存。此段 tNTBP-Q3/54-EGFP  序列可表現不完整 N 端的 TBP，包含
第 1-57 個胺基酸、Q3 或 Q 54 多麩醯胺鏈及之後的 3 個胺基酸，並
與 EGFP 相連形成融合蛋白。 
1. DNA  片段純化 
  17將限制酵素作用過之載體 DNA，進行洋菜膠電泳分離，切下所
需的 DNA 片段，利用 Gel  extraction  kit（Viogene）進行膠體純化，
其方法如下：先加入  700 µl GEX buffer，置於 60℃  乾浴器中 10 分
鐘，使膠體溶解後，移至純化管柱中，離心 13,000  rpm、1  分鐘，去
除廢液。加入  500 µl wash I buffer，離心 13,000  rpm、1  分鐘，去除
廢液。接著加入  700 µl wash II buffer，離心 13,000  rpm、1  分鐘，去
除廢液。再次離心 13,000  rpm、1  分鐘後，將管柱移至新的 1.5  ml 微
量離心管中，加入  20 µl ddH2O，靜置於室溫 5-10 分鐘，離心 13,000 
rpm、1  分鐘，收集溶液，即完成 DNA 片段純化。最後取 2 µl 純
化後的 DNA 進行洋菜膠電泳檢查。 
2.  轉形勝任細胞（Competent cells）製備 
接種大腸桿菌 TOP-10 F' （Invitrogen）單一菌落至 1 ml 含
tetracycline  的 LB 培養基中 （10 g/l trypton - 5 g/l yeast extract - 10 g/l 
NaCl） ，於 37
oC、200 rpm  震盪培養。4-6  小時後倒入 100  ml  LB 中，
以 37
 oC、200 rpm  繼續震盪培養隔夜。然後平均倒入四個 500  ml 錐
形瓶中，每瓶各含  250 ml LB，繼續培養約 4-6 小時，使 OD600  達
到 0.6-0.7 。 接著將菌液置於冰上 10 分鐘 ， 離心 4,000  rpm 、 4℃ 5 分
鐘沉澱細菌細胞，並去除上清液。加入 250 ml 預冷之 ddH2O  懸浮
細胞，再次離心 4,500 rpm、4℃ 5 分鐘，去除上清液，共重複四次
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µl，保存於 -80℃  備用。 
3.  接合反應 
在總反應體積為 5 µl 的接合反應中，取適量純化的 DNA 片
段、0.5 µl  的 10 × bufffer（300 mM Tris - HCl pH7.8 - 100 mM MgCl2 
- 100 mM DTT - 10 mM ATP  ）與  0.25 µl T4 DNA ligase（3U） ，混合
均勻後，於 16℃  作用隔夜。 
4.  細菌轉形作用（Transformation） 
將接合反應完成之溶液置於 70℃  乾浴器中作用 10 分鐘，終止 
T4 DNA ligase 的酵素反應，並迅速置於冰上。於冰上解凍轉形勝任
細胞，取 20 µl 的勝任細胞加入 2 µl 完成接合反應的重組載體  
DNA，混合均勻後，以 1.25 kV、25 µF、200  Ω  進行電穿孔
（electroporation） （BIO-RAD, GENE PULSERII） ，完成轉形作用。然
後加入預冷的  500 µl LB，於 37℃  培養 30 分鐘，各取 150-200  µl
至每盤含 50  µg/ml 青黴素（ampicillin）的 LB 培養基中，最後以滅
菌過玻棒將菌液均勻塗抹，將培養皿置於 37℃  培養箱中繼續培養 
16-18  小時。  
5.  質體 DNA 小量製備 
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生素的培養基上保留菌種，同時置於含篩選抗生素的 1 ml 培養液
中，於 37℃、200 rpm  培養隔夜。之後將菌液離心 13,000  rpm、1  分
鐘，去除上清液。接著以鹼性溶菌法抽取質體 DNA，其方法如下：
加入  70 µl solution I （50 mM glucose - 25 mM Tris-HCl pH8.0 - 10 mM 
EDTA pH8.0）劇烈震盪使菌液懸浮。再加入  140 µl solution II（0.2 N 
NaOH - 1% SDS） ，溫和反轉數次後，加入 105 µl solution III（3M 
potassium acetate） ，溫和反轉數次。離心 14,000 rpm、10  分鐘以沉
澱細胞碎片，取出含有核酸之上清液，加入 0.8 倍體積異丙醇，溫
和混合均勻後，再次離心 14,000  rpm、1  分鐘，去除上清液，可見白
色核酸沉澱物。以 70% 酒精清洗多餘鹽類後，倒扣風乾，再將沉澱
物溶於 40 µl 含 10 µg/ml RNase 的 ddH2O  中，置於 37℃  水浴槽 
10  分鐘，幫助 DNA 溶解。最後取 2 µl 以 0.8% 洋菜膠電泳檢查
重組載體 DNA 大小的正確性 ， 並以限制酵素切割確認插入片段的正
確性。 
6.  質體 DNA 大量製備 
挑選經限制酵素圖譜分析與定序確認之重組載體菌落培養於含
篩選抗生素 1 ml 培養液中，於 37℃、200 rpm 培養 2-3 小時後倒
入 65  ml 含篩選抗生素培養液中，繼續培養隔夜。之後利用 Viogene 
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與純化。方法如下：先將菌液離心 8,000  rpm、5  分鐘，去除上清液，
加入 4 ml VP1 buffer，劇烈震盪使細菌懸浮，再加入 4 ml VP2 
buffer，靜置 5 分鐘後，溫和反轉數次。然後加入 4  ml  VP3  buffer，
反轉數次後，離心 12,000 rpm、4℃ 15 分鐘。此時準備 Midiprep - 
V100  管柱，加入 10 ml VP4 buffer，潤洗管柱內膜。接著將離心後
的上清液倒入管柱內，利用重力作用讓菌液通過管柱，並加入 15  ml 
VP5 buffer 清洗雜質。之後加入 5 ml VP6 buffer 沖洗出含有重組載
體 DNA 的溶液。接著加入 3.75 ml 異丙醇溫和反轉數次後，離心 
14,000 rpm、10  分鐘，即可看到白色 DNA 沉澱物，再經溶解、二
次沉澱、70%  酒精清洗與風乾後，將 DNA 溶於 200 µl ddH2O，置
於 37℃  水浴槽 10 分鐘，幫助 DNA 溶解。最後經限制酵素切割圖
譜分析確認與 OD260 測定 DNA 濃度，保存於 -20℃。 
（四）誘導式 SCA17 細胞株建立 
建立誘導式 SCA17 細胞模式的流程如圖一所示。Flp-In
TM 
T-REX
TM 293  細胞株基因上含有 FRT（Flp Recombinase Target）序列
與 TetR（Tet repressor）基因可調控下游基因表現，另有細胞抗生素
篩選基因（圖一 A   ） ，藉由構築不完整 N 端 TBP 相連綠螢光蛋白
（ tNTBP-Q3/54-EGFP ）的基因片段在具有相同 FRT 序列與  
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酵素（Flp Recombinase）的 pOG44 載體共轉移至 Flp-In
TM T-REX
TM 
293  細胞株中（圖一 B   ） ，可將不完整 N 端 TBP 相連綠螢光蛋白
的（tNTBP-Q3/54-EGFP）基因片段單一重組嵌入細胞基因中。而
pcDNA5/FRT/TO  載體上能驅動 tNTBP-Q3/54-EGFP  表現的
CMV/TetO2 啟動子，被 TetR 蛋白結合時，會抑制基因的表現，因此
利用加入 tetracycline 或結構類似物 doxycycline 與 TetR 蛋白結
合，進而抑制 TetR 蛋白與啟動子結合，使 tNTBP-Q3/54-EGFP  表現
（ 圖一 C   ） 。本實驗中即利用 1 μg/ml doxycycline 誘導  
tNTBP-Q3/54-EGFP  表現，並觀察誘導 2 天及 4 天細胞表現情形。 
先取 DNA 量為 1 比 9 的 pcDNA5-tNTBP-Q3/54-EGFP  重組
質載體與 pOG44 載體，總 DNA 量為 2.5  μg，以等體積混勻，加入
不含血清與抗生素之 OptiMEM 培養液（Gibco）至 100 μl  混勻作
用 5 分鐘。再配製 4  μl  脂質試劑 Lipofectamine  2000（Invitrogen）
混以 OptiMEM 培養液至 100  μl，作用 5 分鐘。接著於 12 孔細胞
培養盤中，每孔各加入 100 μl  的 DNA 混合液與 Lipofectamine 
2000  混合液，充分混勻作用 20 分鐘後，加入 1  ml 含有 1  × 10
6 的 
Flp-In
TM T-REX
TM 293 細胞液混合均勻。此時使用 DMEM 含 10% 
FBS  但不加入篩選抗生素之培養液進行培養。待細胞貼附後，改以
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Blasticidin S  進行篩選基因轉移成功的細胞株。另外，共轉移空載體
pcDNA5/FRT/TO （簡稱 Vec） 與 pOG44 載體至 Flp-In
TM T-REX
TM 293 
細胞中，當作控制組。 
（五）誘導式 SCA17 細胞株的 RNA 分析 
1. RNA  萃取 
利用 Trizol  reagent （Invitrogen）進行 RNA 萃取，細胞以 PBS
清洗過後，加入 500 μl Trizol reagent 沖散在培養盤上的細胞並收集
至微量離心管。冰上作用 5 分鐘後，加入 1/5 倍體積的 chloroform
並上下反轉，使之混合均勻，置於冰上作用 5 分鐘。離心 13,000 
rpm、4℃ 15 分鐘，以分離 RNA、DNA  和蛋白質。小心吸取含有 
RNA 的上清液至乾淨微量離心管中，並加入 0.8 倍體積的 
isoprooanol  混合均勻，-20℃  作用至少 1 小時。再次離心 13,000 
rpm、4℃ 15 分鐘，以沉澱 RNA。去除上清液後，加入 1 ml 70% 
EtOH（in DEPC- ddH2O）潤洗。離心 13,000 rpm、4℃ 5 分鐘後，
去除上清液，留下 RNA  pellet 風乾。最後加入適量 DEPC-ddH2O  使  
RNA  回溶。進一步，利用 0.8% 洋菜膠電泳確認 RNA 品質。並測
定 OD260 得知 RNA 濃度，保存於 -80℃。 
  232.  反轉錄作用（Reverse transcription） 
先取 6.25  μg RNA  加入 0.5  μl Rnase-free Dnase  進行總體積 25 
μl  的酵素作用，接著利用  High Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kit（Cat. No.4368814, Applied Biosystems）進行反轉錄作用，其方法
如下：取 2  µg 的 RNA，反應總體積為 20  µl，溶液中包含  2 µl 10 × 
RT buffer、0.8 µl 25 × dNTP Mix（100 mM） 、2 µl 10 × RT Random 
primer、1 µl MultiScribe
TM reverse transcriotase，反應條件為 25℃ 10 
分鐘，再以溫度 37℃，作用 120 分鐘，最後 85℃ 5 秒終止反應。
完成反轉錄作用之 cDNA 產物保存於 -20℃。 
3.  同步定量 PCR（Real-time PCR） 
    同步定量 PCR 使用的 TBP 螢光探針為 Hs 00920494_m1
（ TaqMan, Applied Biosystems ）， HSPB1  螢光探針為 Hs 
00356629_g1（TaqMan, Applied Biosystems） ，且皆使用 HuHPRT 螢
光探針（4326321E, Applied Biosystems）當內生性對照組。反應溶液
總體積為 25 μl，包含 25 或 50 ng cDNA、1  × mix solution（2  × 
TaqMan Universal PCR Master mix - 20 × Primer/Probe mixture） 。反應
以  ABI PRISM 7000 Sequence Detectin System  儀器進行 ， 條件設定為
50℃ 2 分鐘，再 95℃ 10 分鐘裂解雙股 cDNA，接著以循環式的裂
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Prism 7000 SDS  軟體紀錄 C T 值變化，並利用 2
ΔC
T
，ΔC
T = C
T （對照
組） –  C
T （實驗組）進行 RNA 表現量的計算。上述 RNA 萃取、
反轉錄作用實驗重複進行兩次，所合成的 cDNA 重複兩次同步定量  
PCR，最後將四次結果進行統計分析。 
（六）誘導式 SCA17 細胞株的蛋白質分析 
蛋白質萃取與西方轉漬法同淋巴細胞株實驗。使用之一級抗體除
前述 Goat  anti-GRP-78、Goat anti-HSC70、Goat anti-HSPB1、Mouse 
anti-β actin  外，另使用 Rabbit  anti-GFP  （BD） 稀釋 400 倍與 Mouse 
anti-1C2 （Chemicon） 稀釋 10000 倍進行檢測 tNTBP-Q3/54-EGFP  的
融合蛋白分子量的正確性與表現情形（1C2  為辨識擴增聚麩醯胺鏈
的專一性抗體） 。使用之二級抗體除上述之 HRP conjugated donkey 
anti-goat IgG （H&L）與 goat anti-mouse IgG （H&L）外，尚包含稀
釋 2000 倍之 alkaline  phosphatase （AP）  conjugated goat anti-rabbit 
IgG  （H&L） （Zymed）與  goat anti-mouse IgG  （H&L） （Zymed） 。
上述蛋白質萃取實驗重複進行兩次，每次萃取的蛋白液重複兩次西方
轉漬分析。最後將四次呈色結果利用 AlphaImager 軟體進行定量分
析。 
  25（七）次細胞蛋白質分群（Subcellular protein fractionation）分析 
    利用 NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents（Cat. 
No. 78833, Pierce）進行次細胞蛋白質分離及製備，其方法如下：離
心 500  g、4℃ 3 分鐘，收集誘導 2 天的誘導式 SCA17 細胞 （20 µl 
體積） ，加入 200  µl 含有蛋白酶抑制劑（protease inhibitors）之 CER 
I，震盪 15 秒，使細胞完全懸浮，置於冰上作用 10 分鐘。再加入 11 
µl CER II，震盪 5 秒，冰上作用 1 分鐘後，再次震盪 5 秒，取 30 
µl  溶液當總蛋白質萃取液（total protein extract） 。離心 16,000 g、4
℃ 5 分鐘，取出上清液即細胞質蛋白萃取液（cytoplasmic extract） 。
底層不溶解物質，加入 100  µl  NER，進行震盪 15 秒，冰上作用 10 
分鐘，重複四次共 40 分鐘，使其完全溶解。離心 16,000  g、4℃ 10 
分鐘，取出上清液即核蛋白萃取液（nuclear extract） 。總蛋白質經定
量後，取相同體積之總蛋白質、細胞質蛋白與核蛋白萃取液，進行西
方轉漬蛋白質分析 。 使用一級抗體包含 ： 稀釋 2000 倍之 Mouse anti-β 
tubulin（T4026, Sigma） ，作為細胞質蛋白標記；稀釋 1000 倍之 
Rabbit anti-PARP（H-250） （sc-7150, Santa Cruz） ，作為核蛋白標記；
稀釋 500 倍之 Rabbit anti-GFP（FL） （sc-8334, Santa Cruz）與稀釋 
3000  倍之 Mouse  anti-1TBP18（Abcam）偵測 tNTBP-Q3/54-EGFP  融
合蛋白表現。使用的二級抗體為稀釋 10000 倍之 HRP conjugated 
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（Rockland） 。 
（八）細胞螢光觀察 
培養 1.5 × 10
4 之 tNTBP-Q3-EGFP、tNTBP-Q54-EGFP  細胞於已
經過 poly-L-lysine（100  μg/ml, Sigma）處理 coverslips 的 12 孔盤
中，以 1 μg/ml doxycycline 誘導 2 天及 4 天後，進行固定染核，
其方法如下：細胞以 PBS 潤洗三次後，加入以 PBS 配製的 4% 
paraformaldehyde  進行固定作用 10 分鐘，更換溶液為 PBS 配製的 
0.1% Triton X-100  作用 10 分鐘。重複兩次後，以 PBS 潤洗兩次，
加入 0.05%  DAPI （4’-6-diamidino-2-phenylindole，細胞核染劑） ，避
光作用 20-30 分鐘。之後以 PBS 清洗三次，進行封片。使用 Leica 
TCS SP2 螢光顯微鏡觀察細胞形態、綠螢光融合蛋白的表現、聚集
情形與表現位置等。 
（九）細胞存活率檢測 
1. WST-1  細胞增生檢測（WST-1 cell proliferation assay） 
培養 1.5 × 10
4 Vec、tNTBP-Q3-EGFP、tNTBP-Q54-EGFP  之誘
導式細胞株於 96 孔盤中，每孔中含有 100 μl  之 DMEM 完全培
養液（含 200  μg/ml Hygromycin B  及 15  μg/ml Blasticidin S） ，培養  
  2724  小時後，實驗組加入 1 μg/ml doxycycline 進行誘導表現，控制
組加入 ddH2O，經 24 小時後，進行 0  nM、20 nM、50 nM、100 nM 
Staurosporine （簡稱 STS） 細胞凋亡誘導劑與 0  nM、20 nM、50 nM、
100 nM MG132  蛋白酶體抑制劑的處理 24 小時後 ， 再加入 PreMix 
WST-1  細胞增生檢測試劑 （Takara） ，作用 3 小時，測其 OD450，
檢測細胞存活率（cell viability） ，每種藥物處理實驗進行三重複，每
次實驗亦進行三重複。 
2. MTT  細胞增生檢測（MTT cell proliferation assay） 
如上述，培養細胞於 96 孔盤中，24  小時後，進行 0  μM、20 
μM、50  μM TBH 處理 24 小時後，加入 MTT 試劑  （5 mg/ml, 
Sigma） ，作用 3 小時，測其 OD570，檢測細胞存活率 （cell viability） ，
實驗進行三重複，每次實驗亦進行三重複。 
候選藥物 valproate（簡稱 VPA）為組蛋白去乙醯酶抑制劑
（histone deacetylases inhibitor） ，其檢測方法如下：先培養 0.5 × 10
4 
誘導式細胞於 96 孔盤中，24  小時後，進行 0 μM、100 μM、200 
μM、500 μM VPA  處理 48 小時，控制組加入 ddH2O  不進行誘導，
實驗組加入 1  μg/ml doxycycline  進行誘導表現，經 48 小時，再加
入 MTT 試劑  （5 mg/ml, Sigma） ，作用 3 小時，測其 OD570，檢
  28測細胞存活率（cell viability） ，實驗進行三重複，每次實驗亦進行三
重複。 
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肆、結果 
 
一、TBP  等位基因之族群遺傳分析 
為瞭解臺灣人族群中  TBP  等位基因的 CAG/CAA 三核苷酸重
複次數的情形與分布，以及與神經退化性疾病之間的相關性，我們藉
由基因型分析技術，完成 69 位正常人的 138 條染色體，74  位帕金
森氏症患者的 148  條染色體，55  位原發性顫抖患者的 110 條染色
體與 86 位其它神經退化性疾病患者或家屬 172 條染色體的遺傳分
析。由圖二分析結果，在正常人族群中  TBP  等位基因 CAG/CAA 三
核苷酸重複次數的頻率分布在 32 到 43 個之間，以 36 個重複序列
的等位基因最常見 ， 佔 67.2% ； 帕金森氏症患者族群之頻率分布在 33 
到 43 個之間，36  個重複序列的頻率最高，佔 60.8%；原發性顫抖
患者族群其頻率分布在 29 到 40 個之間，以 36 個重複序列佔  
55.7%  居多 ； 其它神經退化性疾病患者或家屬的族群則分布在 27 到  
45  個之間，也以 36 個重複序列佔 68.8% 最多。各族群間  TBP  等
位基因 CAG/CAA 重複次數的詳細情形與頻率列於表二。 
圖三為各族群中每一樣本  TBP  等位基因 CAG/CAA 重複次數
分布情形。在所分析的族群樣本中，發現在其它神經退化性疾病患者或家屬的族群中有兩個具有不正常擴增的 CAG/CAA 重複序列：包
括一位眼咽肌肉失調症（oculopharyngeal muscular dystrophy，簡稱 
OPMD）病人含有 45 個重複序列，與一位妥瑞氏症、抽動症（tic 
syndrome，簡稱 TICS）病人具有 44 個重複序列，其 CAG/CAA 重
複序列變異的情形均經定序分析後如表三所示。 
 
二、淋巴細胞株對氧化壓力之耐受性 
由於氧化壓力可能參與 polyQ 疾病的致病機轉，因此我們想測試帶
有擴增 polyQ 蛋白的 SCA17 細胞株是否對氧化壓力耐受性較差，進而
促使細胞死亡。所以，我們利用正常人與 SCA17 病患的淋巴細胞株經
血清去除與氧化劑 TBH 處理後，以 Trypan  blue 排除檢測法計算細
胞死亡率，並將結果以各株 10% 血清與 0 μM TBH 處理為 100%  
後，進行標準化，計算相對細胞死亡率。結果如圖四所示，淋巴細胞
株於正常 10% 血清培養下，處理 10  μM TBH 24  小時後，三位正常
人的相對細胞死亡率在 100.3% 到 110.4% 之間，SCA17  病患則在 
103.4%  至 124.7% 之間，其中 CC3313（P1）與 CC4179（P2）兩
位病患的細胞死亡率顯著上升 （P  值分別為 0.003；0.033） 。進一步，
在同樣正常血清培養下，10 μM TBH 處理 48 小時後，三位正常人
的相對細胞死亡率在 109.3% 到 115.6% 之間，SCA17  病患則在 
  31117.6%  至 131.6% 之間，其各株淋巴細胞株相對細胞死亡率大多隨  
TBH  處理時間增長而有所上升，並且與前述處理 24 小時 10 μM 
TBH  的兩株病患淋巴細胞株 CC3313（P1）與 CC4179（P2）在 10 
μM TBH 處理 48 小時後，細胞死亡率也達顯著水準（P  值分別為 
0.019；0.011） ，有明顯增加的情形。 
此外，在血清去除處理下，各株淋巴細胞株其相對細胞死亡率在 
111.1%  到 163.5% 之間，其中三位正常人與兩位 SCA17 病患的細
胞死亡率都有顯著上升。接著，於無血清培養狀況，進行 10  μM TBH 
處理 24 小時後，三位正常人的相對細胞死亡率在 123.3% 到
158.3%  之間，SCA17  病患則在 155.0% 到 207.5 % 之間，細胞死
亡率均有顯著增加，顯示在血清去除與 TBH 雙重處理下，無論 
SCA17  病患或正常人的淋巴細胞株其細胞均有嚴重死亡情形。另一
方面，當以各株淋巴細胞株於相同血清去除條件下，統計分析 0  μM 
TBH  與 10 μM TBH 處理的細胞死亡率，則可發現三位 SCA17 病
患 CC3313 （P1） 、CC4179 （P2）與  CC4179 （P3）在 處 理  10  μM TBH
後，細胞死亡率有明顯增加，均達顯著水準（P 值分別為 0.003； 
0.002；0.008） ，而三位正常人淋巴細胞株無顯著差異，代表 SCA17
病患的淋巴細胞株在無血清狀況下面臨氧化壓力時，比起正常人更容
易導致細胞死亡。 
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三、淋巴細胞株之熱休克蛋白表現 
進一步我們想瞭解在處理血清去除、氧化劑 TBH 或兩種處理共
同作用下，正常人與 SCA17 病患淋巴細胞株的熱休克蛋白表現情形
是否有差異。由圖五利用西方轉漬法，以抗體 GRP78 偵測 HSPA5  
的結果可看到不同處理情形下，三位 SCA17 病患與三位正常人的  
HSPA5  蛋白表現並無明顯差別。接著將結果經 AlphaImager 軟體分
析後，以正常人淋巴細胞株 95CT277 （C1）之  HSPA5 對  β-actin  蛋
白表現強度的相對比值當作 1.0 後，進行標準化，計算相對蛋白表
現量，如圖六所示，於不同處理情形下，各株淋巴細胞株相對蛋白表
現量在 0.89 至 1.21 之間。而經 ANOVA 單因子變異數分析後，
SCA17  病患與正常人兩群淋巴細胞株的 HSPA5 相對蛋白表現量並
無顯著差異。 
同時也利用抗體 HSC70 與 HSPB1 偵測淋巴細胞株 HSPA8 
及 HSPB1 的表現。其結果在圖七可發現於正常血清培養及 TBH 處
理兩種狀況下，HSPA8  蛋白表現情形在各淋巴細胞株間並未有明顯
不同。但在血清去除處理以及給予血清去除與 TBH 共同處理的兩種
情形下，則三位 SCA17 病患的 HSPA8 蛋白表現都比三位正常人較
多。進而計算相對蛋白表現量與 ANOVA 單因子變異數分析後，在
  33正常血清培養及 TBH 處理兩種狀況下，各株淋巴細胞株 HSPA8 的
相對蛋白表現量在 0.98 與 1.18 之間，兩群淋巴細胞株間無明顯差
異。然而在血清去除處理以及給予血清去除與 TBH 共同處理情形
下，SCA17  病患的 HSPA8 相對蛋白表現量在 1.15 到 1.29 間，正
常人則在 0.90 與 1.14 之間，分析兩群淋巴細胞株間的 HSPA8 相
對蛋白表現量確實達顯著差異，表示 SCA17 病患的 HSPA8 相對蛋
白表現量比正常人高，如圖八所示。 
由圖七結果亦可發現在不同處理狀況下，HSPB1  的蛋白表現在
各淋巴細胞株間有不同的差異變化。其中 SCA17 病患淋巴細胞株 
CC4524（P3）與正常人淋巴細胞株 95CT167（C3）的 HSPB1 的蛋
白表現有較多的情形。另外兩位 SCA17 病患淋巴細胞株 CC3313
（P1）與 CC4179（P2） ，其 HSPB1 的蛋白表現似乎較少。正常人
淋巴細胞株 95CT209（C2）的 HSPB1 的蛋白表現最低。圖八則由
蛋白表現結果計算相對蛋白表現量，並進行 ANOVA 單因子變異數
分析，顯示 SCA17 病患與正常人的 HSPB1 相對蛋白表現量在 
0.71  到 1.22 間，兩群淋巴細胞株間並無明顯差異。 
 
四、誘導式 SCA17 細胞模式之建立 
  34為建立誘導式 SCA17 細胞模式，首先將不完整 N 端 TBP 相
連綠螢光蛋白的（tNTBP-Q3/54-EGFP ）基因片段構築於  
pcDNA5/FRT/TO  表現載體上，再與pOG44  載體共轉移至 Flp-In
TM 
T-REX
TM 293  細胞株，使 tNTBP-Q3/54-EGFP  基因片段單一重組嵌入
細胞基因中。之後進行抗生素篩選二週，開始確認誘導式 SCA17 細
胞模式 tNTBP-Q3/54-EGFP  基因表現情形。除 tNTBP-Q3/54-EGFP  細
胞外，亦建立僅含 pcDNA5/FRT/TO 表現載體的細胞株（vector） ，
作為比較的控制組。 
接著利用同步定量 PCR ，偵測內生性  TBP  及外源性  
tNTBP-Q3/54-EGFP  的 mRNA 表現，並將結果相對於  HuHPRT 
mRNA  表現量作圖。如圖九（A）所示，誘導表現 0、2、4  天後，
vector  細胞的TBP  /  HuHPRT  的相對表現量為 0.24、0.27、0.25，
tNTBP-Q3-EGFP  細胞的  TBP  /  HuHPRT  的相對表現量為 0.81、
19.69、16.90，tNTBP-Q54-EGFP  細胞的  TBP / HuHPRT  的相對表現
量為 0.84、17.29、18.84。扣除 Vec 所代表的內生性表現量後，以
無誘導當作 1.0 倍，計算 tNTBP-Q3/54-EGFP  基因的 mRNA 誘導表
現倍數，從圖九 （B） 可知 tNTBP-Q3-EGFP  基因在誘導表現 2 天後，
mRNA  增加約 34 倍；在誘導表現 4 天後，mRNA  增加約 29 倍；
tNTBP-Q54-EGFP  基因則在誘導表現 2 天後，mRNA  增加約 28
  35倍，4  天後增加約 31 倍。由此可知，利用 Flp-In T-Rex 的誘導系
統所建立的 SCA17 細胞模式，在誘導表現 2  –  4 天後，可誘導表現  
tNTBP-Q3/54-EGFP  的 mRNA ，且倍數約達 30 倍。 
進一步利用西方轉漬法，以抗體 GFP 辨識 tNTBP-Q3/54-EGFP
的綠螢光融合蛋白，並使用 1C2 抗體辨識 polyQ 蛋白，其結果如
圖十所示。首先 GFP 抗體辨識到蛋白分子量約在 35  kDa 的蛋白，
符合預期的 tNTBP-Q3-EGFP  蛋白分子量大小，且可發現經誘導表現
2  天與 4 天的 tNTBP-Q3-EGFP  蛋白，明顯比無誘導時增加許多。
同時，GFP  抗體也可辨識到蛋白分子量約在 45 kDa 的蛋白，接近
預期 tNTBP-Q54-EGFP  表現蛋白的分子量大小，進而比較無誘導與
誘導 2 天、4  天後蛋白表現情形，可發現 tNTBP-Q54-EGFP  蛋白表
現均有明顯增加。並且值得注意的是，在無誘導狀況下，細胞即有低
表現量的 tNTBP-Q3/54-EGFP  蛋白產生。此外，Vec  為轉移入空載體
的對照組，因此有無誘導表現，均未被 GFP 抗體所辨識。再者，1C2
抗體也約在 45 kDa 處辨識到帶有 polyQ 的 tNTBP-Q54-EGFP  蛋
白。因此，綜合以上結果，顯示所建立的誘導式 SCA17 細胞模式可
穩定誘導表現 tNTBP-Q3/54-EGFP  蛋白。 
然後，藉由 tNTBP-Q3/54-EGFP  融合的綠螢光蛋白，將誘導式 
SCA17  細胞株進行 DAPI 細胞核染色，以螢光顯微鏡觀察細胞內
  36tNTBP-Q3/54-EGFP  蛋白表現位置與情形。由圖十一可清楚看到在誘
導 2 天或 4 天後，tNTBP-Q3-EGFP  蛋白於細胞內表現呈均勻分
散，無蛋白聚集產生。而由圖十二，則明顯看到 tNTBP-Q54-EGFP  蛋
白在誘導 2 天或 4 天後，於細胞內表現，並有少數細胞出現小量蛋
白聚集的情形，且誘導 4 天後，產生蛋白聚集的細胞有增加的趨勢，
然而大部分細胞 tNTBP-Q54-EGFP  蛋白表現仍呈現均勻分散狀況。  
再者，藉由次細胞蛋白質分群方法，分為細胞質蛋白與核蛋白萃
取液，偵測 tNTBP-Q3/54-EGFP  蛋白於不同次細胞蛋白質分群中的表
現，以瞭解 tNTBP-Q3/54-EGFP  蛋白於細胞內表現之區域。分析結果
如圖十三所示，首先可發現細胞質蛋白標記  β-tubulin（55 kDa）於
細胞質蛋白萃取液中表現量明顯較多；而核蛋白標記poly 
（ADP-ribose）polymerase（簡稱 PARP，不活化態為 116 kDa；活
化態為 85 kDa）於核蛋白萃取液中表現量較多，顯示次細胞蛋白質
分群方法確實可初步分離細胞質蛋白與核蛋白。接著以 TBP 與 
GFP  抗體皆可偵測到 tNTBP-Q3-EGFP  與 tNTBP-Q54-EGFP  蛋白於
細胞質中表現量居多，而在核內也有低表現量。 
 
五、誘導式 SCA17 細胞模式對藥物之敏感性 
  37在確認建立的誘導式 SCA17 細胞模式可穩定誘導表現
tNTBP-Q3/54-EGFP  蛋白後，我們進一步測試帶有擴增 polyQ 的細胞
株是否對於藥物的敏感性較強。首先誘導式 SCA17 細胞株經細胞凋
亡誘導劑 STS、蛋白酶體抑制劑 MG132 處理後，利用 WST-1 細
胞增生檢測法計算細胞存活率，並將結果以各株 0  nM  STS 與 0  nM 
MG132  處理為 100% 後，進行標準化，計算其相對細胞存活率，結
果顯示於圖十四。圖十四（A）表示於無誘導狀況下，處理 20  nM、
50 nM  與 100  nM  STS，Vec、tNTBP-Q3-EGFP  及 tNTBP-Q54-EGFP 
細胞株相對細胞存活率在 97.1% 至 76.0% 之間，可看到相對細胞
存活率皆隨藥物處理濃度增加而降低，但均未達顯著水準。而細胞於
誘導情形下，處理相同濃度 STS，Vec  與 tNTBP-Q3-EGFP  細胞株
相對細胞存活率在 101.0% 至 86.5%  之間；tNTBP-Q54-EGFP  細胞
株的相對細胞存活率則在 96.9% 至 75.8% 之間，其相對細胞存活
率大多有隨藥物處理濃度增加而下降的趨勢，並可發現  
tNTBP-Q54-EGFP  細胞株於誘導後，處理 100  nM  STS 其相對細胞存
活率有顯著下降的情形（P  值為 0.026）。 
圖十四（B）則顯示誘導式 SCA17 細胞模式於無誘導或有誘導
狀況下，處理 20 nM、50 nM 與 100 nM MG132，各細胞株在不同
濃度下相對細胞存活率在 100.8% 至 96.7% 之間，均無明顯差異。 
  38再 者，誘 導 式  SCA17 細胞株經氧化劑 TBH 處理後 ， 利用 MTT
細胞增生檢測法計算細胞存活率，其結果以各株 0 μM TBH 處理為 
100%  後，進行標準化。所計算的相對細胞存活率情形，如圖十五
（A） 。Vec  與 tNTBP-Q3-EGFP  細胞株在有無誘導狀況下，處理 20 
μM  與 50 μM TBH，相對細胞存活率在 99.5% 至 85.5% 之間，其
相對細胞存活率隨濃度增加而降低，均未有顯著差異。而
tNTBP-Q54-EGFP  細胞株在無誘導與有誘導情況下，處理 20 μM 
TBH，其相對細胞存活率分別為 97.4% 與 95.8%，有下降趨勢，但
未達顯著水準。相反的，在處理 50  μM TBH  後，相對細胞存活率則
明顯下降至 85.2% 與 73.2%（P  值分別為 0.016；0.031）。 
另一方面，針對候選藥物 VPA 所進行的測試結果如圖十五 （B）
所示，誘導式 SCA17 細胞株先處理 0  μM、100 μM、200 μM、500 μM 
VPA，再進行無誘導與誘導表現，以 MTT 細胞增生檢測細胞存活
率。將結果以各株 0  μM VPA  處理為 100% 後，進行標準化，求得
相對細胞存活率。在不同濃度 VPA 處理後，進行有無誘導表現，各
細胞株相對細胞存活率在 106.1% 與 82.6% 之間，其中可發現先使
用 100  μM VPA  處理細胞株，對於無誘導的 tNTBP-Q54-EGFP  細胞
株及有誘導的 tNTBP-Q3-EGFP  和 tNTBP-Q54-EGFP  細胞株有明顯
提升細胞存活率的作用（P  值分別為 0.006、0.048、0.042）。 
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六、誘導式 SCA17 細胞模式之熱休克蛋白表現 
    進一步，為瞭解誘導式 SCA17 細胞株表現 tNTBP-Q3/54-EGFP 
蛋白，對於熱休克蛋白表現是否有影響，我們將誘導式 SCA17 細胞
株培養於正常與血清去除兩種狀況下，再藉由西方轉漬法，觀察熱休
克蛋白表現情形，之後將蛋白表現結果量化，以 Vec 細胞株於血清
去除狀況下，熱休克蛋白對  β-actin  蛋白表現強度相對比值當作 
1.0  ，求得相對蛋白表現量。 從 圖十六結果可看出 Vec 、
tNTBP-Q3-EGFP  和 tNTBP-Q54-EGFP  細胞株在兩種狀況下，HSPA5 
的表現並未有明顯差異，其相對蛋白表現量在 0.92 至 1.10 間。而
圖十七則顯示各細胞株的 HSPA8 表現情形，蛋白相對表現量在 
0.92  到 1.06 之間，也無顯著差異。另外，對於 HSPB1 表現的影響
如圖十八所示，於正常培養下 Vec 細胞株的 HSPB1 相對蛋白表現
量為 1.15，tNTBP-Q3-EGFP  細胞株降低至 0.14，tNTBP-Q54-EGFP 
細胞株則為 0.50；於血清去除處理狀況下，其 tNTBP-Q3-EGFP  細
胞株 HSPB1 相對蛋白表現量為 0.15， tNTBP-Q54-EGFP  細胞株則為 
0.49，顯示 SCA17 細胞株表現 tNTBP-Q3/54-EGFP  蛋白在正常或血
清去除狀況下均會明顯使 HSPB1 表現量減少。 
另外，也利用同步定量 PCR 偵測誘導式 SCA17 細胞株 
  40HSPB1 mRNA表現，並將結果相對於  HuHPRT mRNA  表現量作圖，
如圖十九（A）所示，於正常血清培養下，vec、tNTBP-Q3-EGFP、
tNTBP-Q54-EGFP  細胞的  HSPB1  /  HuHPRT  的相對表現量分別為 
0.35、0.04、0.23；而於血清去除處理，vec、tNTBP-Q3-EGFP、
NTBP-Q54-EGFP  細胞的HSPB1  /  HuHPRT  的相對表現量為 0.34、
0.03、0.17。圖十九 （B） 則以 Vec 細胞株於血清去除狀況下之HSPB1 
/ HuHPRT  相對表現量當作 1.0 倍，求得  HSPB1 mRNA  表現倍數。
可看到於正常培養下 Vec 細胞株的  HSPB1  mRNA  表現為 1.04 
倍，並無顯著差異；而 tNTBP-Q3-EGFP  細胞株顯著降低至 0.13 
倍；tNTBP-Q54-EGFP  細胞株則雖有降低趨勢，但未達顯著水準，為 
0.69  倍。於血清去除處理狀況下，tNTBP-Q3-EGFP  細胞株更明顯降
低至 0.10 倍；tNTBP-Q54-EGFP  細胞株也顯著下降至 0.50 倍，顯
示 SCA17 細胞株 tNTBP-Q3/54-EGFP  的表現也會使  HSPB1 mRNA 
表現量減少。 
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伍、討論 
 
一、TBP  等位基因之族群遺傳分析 
本篇研究中針對臺灣地區正常人族群、帕金森氏症患者族群、原
發性顫抖患者族群，以及其它神經退化性疾病患者或家屬族群，所進
行的  TBP  等位基因  CAG/CAA  重複序列基因型的族群遺傳分析，
可看出各族群間  TBP  等位基因 CAG/CAA 三核苷酸重複次數的頻
率分布情形並無明顯差異，且 CAG/CAA 重複次數的頻率主要集中
在 36 個重複序列，分布範圍在 27 到 45 之間（圖二與圖三） ，  結
果與 Wu 等學者所做的研究相符（Wu et al., 2005） 。 
此外，在正常人族群、帕金森氏症患者族群及原發性顫抖患者族
群中，均未發現有 TBP  基因重複序列不正常擴增的例子，但在其它
神經退化性疾病患者或家屬族群中，發現到一位 OPMD 病人與一位 
TICS  病人具有 CAG/CAA 重複序列不正常擴增的  TBP  等位基
因，顯示  TBP  基因的不正常擴增重複序列，可能與這些神經疾病的
發生有關，建議可進一步追蹤這兩位病患是否有病情加重或出現 
SCA17  症狀，以瞭解  TBP  等位基因的不正常擴增重複序列是否會
影響不同的神經退化性疾病的症狀或發展。  
二、淋巴細胞株對去血清及氧化壓力之耐受性 
培養的淋巴細胞株在正常血清狀況下進行 10 μM  氧化劑 TBH 
處理 24 小時後，含 TBP-Q55  的 CC3313 與 TBP-Q46  的 CC4179 
的 SCA17 病患淋巴細胞株相對死亡率明顯上升，且隨藥物處理時間
增加  （48  小時） ，死亡率也提升（圖四） ，顯示這兩株帶有較長  
CAG/CAA  重複擴增的 SCA17 病患淋巴細胞株對氧化壓力的耐受
性較差，推論細胞對於氧化劑所引起的氧化壓力無法誘導產生或產生
不足夠的壓力反應，來抵抗氧化傷害，因而使細胞走向死亡路徑。相
反的，正常人的淋巴細胞則能誘發壓力反應，來避免或降低各種壓力
的傷害。 
於去血清處理實驗中，發現五株淋巴細胞株相對細胞死亡率均明
顯上升，顯示血清去除處理會嚴重影響到細胞存活，可能因為血清中
含有豐富的細胞存活與生長所必須的養分，一旦去除就容易造成細胞
死亡。 
另外，可能也與個體差異有關，含 TBP-Q44  的 CC4524 這一  
SCA17  病患淋巴細胞株在正常血清狀況下處理氧化劑與血清去除處
理，其相對細胞死亡率均未顯著增加，但在給予血清去除與氧化劑處
  43雙重處理下，則可看到與另外兩位 SCA17 病患淋巴細胞株般，其相
對細胞死亡率均明顯提高。故推論帶有 CAG/CAA 重複擴增的  
SCA17 淋巴細胞株，對氧化壓力的耐受性顯著低於年齡、性別配對
的正常人淋巴細胞株。 
綜合以上淋巴細胞株的實驗結果，推論帶有 SCA17  polyQ 擴增
的細胞對氧化壓力耐受性較差，故氧化壓力可能也是造成 SCA17 疾
病的機轉之一。此現象於 SCA3 的研究中也有發現，當 SK-N-SH 細
胞具有 78 個 CAG 重複擴增的全長 MJD 蛋 白 時，對 於  TBH 所產
生的氧化壓力較為敏感，細胞存活率顯著降低（Wen et al., 2003） 。 
 
三、淋巴細胞株之熱休克蛋白表現 
    在本研究中，我們檢查 SCA17 病患淋巴細胞株與年齡、性別配
對的正常人淋巴細胞株，在不同處理狀況下的熱休克蛋白 HSPA5、
HSPA8、HSPB1  的表現（圖五~圖八） ，發現在血清去除時，不論是
否給予 TBH 處理，三位 SCA17 病患淋巴細胞株的 HSPA8 相對蛋
白表現量，均較年齡、性別配對的正常人淋巴細胞株顯著增加。顯示
表現 TBP-Q44~55  的細胞 ， 在去血清的壓力下 ， 會透過增加 HSPA8 的
表現量，來因應細胞對抗去血清壓力的調節。HSPA8  又稱為 HSC70 
  44（heat shock cognate protein 70） ，在細胞未受到壓力時即持續表現，
作為監護蛋白，幫助其他蛋白摺疊、組裝及運送新合成蛋白 （Hartl and 
Hayer-Hartl, 2002） 。HSPA8  的表現可受到氧化壓力或熱休克反應正
向調節（Bernardini et al., 2004; Lo et al., 2004） ，高表現 HSPA8 時亦
能抑制高溫壓力所造成的細胞死亡（Belay and Brown, 2006） 。本研究
的結果顯示在淋巴細胞株中，SCA17  擴增的 polyQ 蛋白在細胞承受
去血清的壓力時，會誘發較多的 HSPA8 表現。但另外兩種熱休克蛋
白 HSPA5 與 HSPB1 表現則未檢測到明顯變化，可能因為未參與去
血清的壓力反應，或者參與調節但反應發生在更早期或晩期，而未被
偵測到。 
 
四、誘導式 SCA17 細胞模式之建立 
本篇研究亦成功建立 tNTBP-Q3/54-EGFP  誘導式的細胞株。由圖
九與圖十的 mRNA 與蛋白表現結果，得知 tNTBP-Q3/54-EGFP  融合
蛋白正確性及誘導表現之穩定性。帶有 tNTBP-Q3/54-EGFP  重組基因
的細胞於無誘導情形下，mRNA  與蛋白均有低表現的產生，顯示 
Flp-In
TM T-REX
TM 的誘導系統調節不夠嚴謹，可能 TetR 蛋白未完全
與啟動子結合，使基因抑制出現漏洞（leaky） ，而有低表現的情形。
另一方面，從圖十一與圖十二的螢光顯微鏡觀察，清楚看到 
  45tNTBP-Q3/54-EGFP  融合蛋白表現於細胞內，並觀察到
tNTBP-Q54-EGFP細胞株中有少部分細胞產生融合蛋白聚集，而此聚
集現象在許多 polyQ 疾病的相關研究中均有發現（Perez et al., 
1998）。故 tNTBP-Q54-EGFP  細胞內表現的擴增 polyQ 蛋白，極有
可能因不正常摺疊而導致聚集發生。然而在此細胞模式中觀察到並非
每顆細胞表現之 tNTBP-Q54-EGFP  融合蛋白均會產生聚集現象，推
測與細胞生理狀態或誘導表現時間有關。此細胞模式雖無大量蛋白聚
集產生，但可能更貼近 SCA17 疾病早期帶有 polyQ 突變的 TBP 
蛋白剛開始累積聚集的狀態，值得進行相關研究。 
由次細胞蛋白質分群分析結果，則發現 tNTBP-Q3/54-EGFP  融合
蛋白主要位表現於細胞質，可能與此段基因片段上缺乏核定位序列
（nuclear localizational signal），無法將此合成之蛋白運送至核內有
關。然而在核蛋白的分群中亦發現有少量 tNTBP-Q3/54-EGFP  融合蛋
白表現，推測其原因可能有二，其一為進行次細胞蛋白質分群，離心
完取出細胞質萃取液時，仍有少量溶液殘留或含有未破碎之細胞於底
層含核蛋白的分群中，使得最後萃取核蛋白的溶液中，含有部分細胞
質蛋白，未能完全分離細胞質蛋白與核蛋白；其二則為  
tNTBP-Q3/54-EGFP  融合蛋白在細胞內過度表現，可能與一些能進入
核內的蛋白產生不正常結合，而共同被運送至核內。 
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五、誘導式 SCA17 細胞模式對藥物之敏感性 
誘導式 SCA17 細胞株對藥物的敏感性測試 （圖十四、圖十五） ，
顯示當處理 100 nM STS 或 50 μM TBH 狀況下，tNTBP-Q54-EGFP 
細胞株相對細胞存活率明顯降低，也就代表細胞表現  
tNTBP-Q54-EGFP  時，對於 STS 與 TBH 兩種藥物較為敏感，但另
一MG132  藥物則未影響細胞的存活率。故推測帶有 polyQ 擴增的  
tNTBP-Q54-EGFP  蛋白的表現，會影響細胞正常生理功能，因此在誘
發細胞凋亡與引發氧化壓力的藥物處理後，更易使細胞走向死亡路
徑。另外，此不完整 N 端帶有擴增的 TBP 蛋白是否比全長相同擴
增的 TBP 蛋白更具毒性，而更易導致細胞死亡，則須進一步研究。 
    另一方面，候選藥物 VPA 為組蛋白去乙醯酶抑制物，可藉基因
的去甲基化來誘導基因的表現（Milutinovic et al., 2007）。本研究結
果顯示先處理 100 μM VPA ，可提高低表現或誘導表現  
tNTBP-Q54-EGFP 細胞的存活率，推論 VPA 可能具有降低  
tNTBP-Q54-EGFP  蛋白所引發細胞死亡的效果。另於老鼠中腦的研究
中亦發現 VPA 的處理具有神經保護的效果（Peng et al., 2005），因
此 VPA 藥物將可提供未來疾病治療上的參考。 
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六、誘導式 SCA17 細胞模式之熱休克蛋白表現 
    於本研究中，我們也檢視誘導式 SCA17 細胞株在不同處理狀況
下的 HSPA5、HSPA8、HSPB1（圖十五~圖十七） ，發現 HSPB1 表
現有明顯差異。在正常血清培養與血清去除狀況下，HSPB1  相對蛋
白表現量皆在表現 tNTBP-Q3-EGFP  與 tNTBP-Q54-EGFP  蛋白的細
胞株中顯著降低，並且在同步定量實驗中，也證實 HSPB1 的 mRNA 
表現倍數有相同的降低趨勢，顯示 HSPB1 可能受到  
tNTBP-Q3/54-EGFP  蛋白表現的影響。HSPB1  被認為具有抑制 polyQ 
所引發的細胞死亡的功能，在 SCA3 研究中，於病人的淋巴細胞株
與表現突變蛋白的 SK-N-SH 的細胞中均發現 HSPB1 表現量有明
顯下降（Wen et al., 2003） 。再者，最近的 SCA17 轉殖小鼠研究中，
指出含有擴增 polyQ 的 TBP 蛋白會藉由加強與轉錄因子 TFIIB 
的作用，使 TFIIB 在  Hspb1  啟動子上佔據情形降低，並觀察到 
HSPB1  蛋白表現量受到負向調節（Friedman et al., 2007）。因此由本
研究中帶有 polyQ 擴增的 tNTBP-Q54-EGFP  細胞株，其 HSPB1 相
對蛋白與 mRNA 表現量下降情形，可推論帶有擴增的 polyQ TBP 
蛋白確實會影響到 HSPB1 基因的轉錄表現。 
  48    另一方面，tNTBP-Q3-EGFP  細胞株帶有過短的 Q 可能也會干
擾細胞正常功能，雖於細胞存活率實驗中，並未觀察到明顯細胞死
亡，但在熱休克蛋白的研究中，則發現 HSPB1 表現量明顯降低，推
測含有過短 Q 的不完整 N 端 TBP 亦可能會影響細胞的轉錄功
能，對細胞產生某程度的傷害，但產生細胞毒害情形未如表現 
tNTBP-Q54-EGFP  細胞株來得嚴重。 
 
七、淋巴細胞株與誘導式 SCA17 細胞模式之差異 
    由於在兩種細胞模式中觀察到不同的熱休克蛋白受到調節表
現，於 SCA17 病患淋巴細胞株中，發現 HSPA8 受到正向調節，然
而在具有 polyQ 擴增的誘導式 SCA17 細胞模式，卻無此情形，反
而觀察到 HSPB1 表現呈負向調節，推測可能與兩種細胞模式之間的
差異有關，主要有三方面不同。第一，遺傳背景的差異，由於淋巴細
胞株為不同個體所建立，因此含有不同的遺傳背景；誘導式 SCA17  
細胞株則由 Flp-In
TM T-REX
TM 293  細胞株所建立，遺傳背景較為一
致。第二，TBP  蛋白完整性的不同，淋巴細胞株表現完整的 TBP 蛋
白；而誘導式 SCA17 細胞株所表現的是不完整 N 端的 TBP 蛋
白。第三，不正常 TBP 蛋白表現時間的不同，SCA 17 病患淋巴細
胞株為長時間持續表現不正常具有 polyQ 擴增的 TBP 蛋白；誘導
  49式 SCA17 細胞株則為誘導表現 2 天及 4 天，屬於短時間過度表現
不正常 TBP 蛋白。 
最後，綜合本篇研究，在淋巴細胞株與建立的誘導式 SCA17 細
胞模式皆可觀察到帶有 polyQ 擴增的細胞於面對氧化壓力時，其耐
受性均較差，因此氧化壓力可能參與 SCA17 致病機轉，值得繼續深
入研究。此外，發現組蛋白去乙醯酶抑制劑 VPA 可增加帶有 polyQ 
擴增細胞的存活率，將有利於找出 SCA17 治療策略的目標。另一方
面，也檢視到 HSPA8 與 HSPB1 於帶有 polyQ 擴增的細胞中受到
調節表現，推測可能與疾病發生有關，因此對於 HSPA8 與 HSPB1 
的研究將可作為研究致病機轉與發展治療策略的參考。 
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 柒、附錄圖表 
 
 
圖一、建立誘導式 SCA17 細胞模式流程圖。 （A）Flp-In
TM T-REX
TM 
293  細胞株含有 FRT (Flp Recombinase Target) 序列與 TetR 基因可
調控下游基因表現，另有 Zeocin 及 Blasticidin 抗生素篩選基因。
（B）構築不完整 N 端  TBP  （tNTBP）  及 EGFP 融合基因片段於
含有相同 FRT 序列 pcDNA5/FRT/TO 表現載體 ， 再與表現重組酵素
（Flp Recombinase）的 pOG44 載體共轉移至 Flp-In T-Rex 誘導系
統細胞中。（C）加入 tetracycline 類似物 doxycycline 誘導
tNTBP-EGFP 融合基因表現。 
  66 
圖二、TBP  等位基因 CAG/CAA 三核苷酸重複次數頻率分布圖。檢
測之臺灣人族群包括正常人（Controls）、帕金森氏症病患（PD）、
原發性顫抖症（Essential tremor）及其它神經退化性疾病患者或家屬
（Others）。 
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圖三、TBP  基因 CAG/CAA 三核苷酸重複次數基因型分佈圖。檢測
之臺灣人族群包括正常人（Controls）、帕金森氏症病患（PD）、原
發性顫抖症（Essential tremor）及其它神經退化性疾病患者或家屬
（Others）。 
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圖四、淋巴細胞株對血清去除與 TBH 處理之相對細胞死亡率。三位
正常人（C1、C2、C3）與三位 SCA17 病患  （P1、P2、P3）  淋巴
細胞株，進行 10% 血清（+FBS）或去血清（-FBS）處理，以及在
此兩種處理狀況下，分別進行 0 μM TBH （-TBH）或 10 μM TBH
（+TBH）處理 24 小時或 48 小時後，利用 Trypan blue 排除檢測
法計算細胞死亡率。其結果以10%  血清與 0  μM TBH  處理為 100% 
後，進行標準化，計算相對細胞死亡率。（*，P < 0.05） 。 
 
 
  69 
 
 
 
圖五、淋巴細胞株之 HSPA5 蛋白表現情形。三位正常人（C1、C2、
C3）與 三 位  SCA17 病患 （P1、P2、P3） 的淋巴細胞株，進行 10% 或
去血清（+FBS/-FBS）、0 μM  或 10 μM TBH （-TBH/+TBH）處理
後，利用西方轉漬法，以 GRP78 抗體偵測 HSPA5 蛋白表現的情
形。β-Actin蛋白的表現作為各樣品 loading 量的對照。 
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圖六、淋巴細胞株之 HSPA5 相對蛋白表現量化圖。其結果為圖五經 
AlphaImager  軟體分析後，以淋巴細胞株 C1 之 HSPA5 對  β-Actin 
蛋白表現強度的相對比值當作 1.0 後，進行標準化，計算相對蛋白
表現量。 
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圖七、淋巴細胞株之 HSPA8 與 HSPB1 蛋白表現情形。三位正常人
（C1、C2、C3）與三位 SCA17 病患（P1、P2、P3）的淋巴細胞株，
進行 10% 或去血清（+FBS/-FBS）、0  μM  或 10 μM TBH
（-TBH/+TBH）   處理後 ， 利用西方轉漬法 ， 以抗體 HSC70 與 HSPB1 
偵測 HSPA8 與 HSPB1 蛋白表現的情形 。 β-Actin蛋白的表現作為各
樣品 loading 量的對照。 
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圖八、淋巴細胞株之 HSPA8 及 HSPB1 相對蛋白表現量化圖。其結
果為圖七經AlphaImager  軟體分析後，以淋巴細胞株 C1 之 HSPA8 
或 HSPB1 對  β-Actin  蛋白表現強度的相對比值當作 1.0 後，進行
標準化，計算相對蛋白表現量。（*，P < 0.05）。 
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圖九、誘導式 SCA17 細胞模式之 tNTBP-EGFP  mRNA 誘導表現情
形。（A） Vector、tNTBP-Q3、tNTBP-Q54  細胞於無誘導（0D）與
誘導 2 天及 4 天（2D、4D）後，利用同步定量 PCR，偵測內生性 
HuHPRT  及  TBP  （包括內生性及外源性 tNTBP-Q3/54-EGFP）的 
mRNA  表現。其結果為  TBP  相對於  HuHPRT mRNA  表現量。 （B）  
扣除內生性  TBP  表現量後，以無誘導當作 1.0 倍，計算 
tNTBP-Q3/54-EGFP  融合基因的 mRNA 誘導表現倍數。 
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圖十、誘導式 SCA17 細胞模式 tNTBP-Q3/54-EGFP  蛋白表現情形。
Vector、tNTBP-Q3、tNTBP-Q54  細胞於無誘導（0D）與誘導 2 天及 
4  天（2D、4D）後，利用西方轉漬法，以 GFP （上）、1C2  （下）
抗體偵測 tNTBP-Q3/54-EGFP  蛋白表現情形。 
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圖十一、tNTBP-Q3-EGFP  細胞株之融合綠螢光蛋白表現情形。
tNTBP-Q3-EGFP  細胞於誘導 2 天及 4 天後，利用螢光顯微鏡觀察 
tNTBP-Q3-EGFP  融合蛋白在細胞內表現位置與情形。左：DAPI  染
劑標示細胞核；中：不完整N 端  TBP 及綠螢光融合蛋白
（tNTBP-Q3-EGFP）；右：兩者重疊圖。 
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圖十二、tNTBP-Q54-EGFP  細胞株之融合綠螢光蛋白表現情形。
tNTBP-Q54-EGFP  細胞於誘導 2 天及 4 天後，利用螢光顯微鏡觀察 
tNTBP-Q54-EGFP  融合蛋白在細胞內表現位置與情形。左：DAPI  染
劑標示細胞核；中：不完整N 端  TBP 及綠螢光融合蛋白
（tNTBP-Q54-EGFP）；右：兩者重疊圖。 
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圖十三、誘導式 SCA17 細胞模式 tNTBP-Q3/54-EGFP  蛋白次細胞分
群分析。Vector （Vec）、tNTBP-Q3-EGFP （Q3）、tNTBP-Q54-EGFP 
（Q54）細胞誘導 2 天後，進行次細胞蛋白質分群，分離出細胞質蛋
白（ Cytoplasmic） 與核蛋白 （Nuclear） 及未分離的總蛋白質 （Total）。
再利用西方轉漬法，以 TBP 與 GFP 抗體偵測 tNTBP-Q3/54-EGFP 
蛋白在細胞質及細胞核的分佈情形。PARP  抗體為核蛋白標記，116 
kDa  為不活化態，85 kDa  為活化態；β-tubulin  為細胞質蛋白標記。  
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圖十四、誘導式 SCA17 細胞處理 STS 與 MG132 之相對細胞存活
率。Vector （Vec） 、tNTBP-Q3-EGFP （Q3） 、tNTBP-Q54-EGFP （Q54）
細胞於無誘導（-）及誘導 24 小時（+）後，進行0 nM、20 nM、50 
nM、100 nM STS （A）或 0 nM、20 nM、50 nM、100 nM MG132 （B）
處理 24 小時後，再利用 WST-1 細胞增生檢測法計算細胞存活率。
其結果以各株  0 nM STS  或 0  nM  MG132 處理為 100% 後，進行標
準化，計算相對細胞存活率。（*，P < 0.05） 。 
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圖十五、誘導式 SCA17 細胞處理 TBH 與 VPA 之相對細胞存活
率。（A）Vector （Vec） 、tNTBP-Q3-EGFP （Q3） 、tNTBP-Q54-EGFP 
（Q54）細胞於無誘導（-）及誘導 24 小時（+）後，進行 0  μM、20 
μM、50 μM TBH處理 24 小時後，利用 MTT 細胞增生檢測法計算
細胞存活率。（B）Vector  （Vec）、tNTBP-Q3-EGFP  （Q3）、
tNTBP-Q54-EGFP  （Q54）細胞先處理 0  μM、100 μM、200 μM、500 
μM VPA 48 小時後，進行無誘導（-）及誘導 48 小時（+），再利
用 MTT 細胞增生檢測法計算細胞存活率。其結果以各株 0  μM TBH 
與 0 μM VPA 處理為 100% 後，進行標準化，計算相對細胞存活
率。（*，P < 0.05） 。 
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圖十六、誘導式 SCA17 細胞模式之 HSPA5 蛋白表現情形與量化
圖。Vector （Vec） 、tNTBP-Q3-EGFP （Q3） 、tNTBP-Q54-EGFP （Q54）
細胞於誘導 24 小時後，進行 0% 與 10% 血清（-FBS/+FBS）處理 
24  小時，利用西方轉漬法，以抗體 GRP78 偵測 HSPA5 蛋白表現
情形。其結果並經 AlphaImager 軟體分析，以 Vector 的 0% 血清
處理之 HSPA5 對  β-actin  蛋白表現強度的相對比值當作 1.0 後  ，
進行標準化，計算相對蛋白表現量。 
 
  81 
 
圖十七、誘導式 SCA17 細胞模式之 HSPA8 蛋白表現情形與量化
圖。Vector （Vec） 、tNTBP-Q3-EGFP （Q3） 、tNTBP-Q54-EGFP （Q54）
細胞於誘導 24 小時後，進行 0% 與 10% 血清（-FBS/+FBS）處理 
24  小時，利用西方轉漬法，以抗體 HSC70 偵測 HSPA8 蛋白表現
情形。其結果並經 AlphaImager 軟體分析，以 Vector 的 0% 血清
處理之 HSPA8 對  β-actin  蛋白表現強度的相對比值當作 1.0 後，進
行標準化，計算相對蛋白表現量。 
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圖十八、誘導式 SCA17 細胞模式之 HSPB1 蛋白表現情形與量化
圖。Vector （Vec） 、tNTBP-Q3-EGFP （Q3） 、tNTBP-Q54-EGFP （Q54）
細胞於誘導 24 小時後，進行 0% 與 10% 血清（-FBS/+FBS）處理 
24  小時，利用西方轉漬法，以抗體 HSPB1 偵測 HSPB1 蛋白表現
情形。其結果並經 AlphaImager 軟體分析，以 Vector 的 0% 血清
處理之 HSPB1 對  β-actin  蛋白表現強度的相對比值當作 1.0 後，進
行標準化，計算相對蛋白表現量。 
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圖十九、誘導式 SCA17 細胞模式之  HSPB1 mRNA  表現情形。 （A）  
Vector  （Vec）、tNTBP-Q3-EGFP （Q3）、tNTBP-Q54-EGFP  （Q54）
細胞於誘導 24 小時後，進行 0% 與 10% 血清（-FBS/+FBS）處理 
24  小時，利用同步定量 PCR，偵測  HSPB1  及  HuHPRT  的 mRNA 
表現，其結果為  HSPB1  相對於  HuHPRT mRNA 表現量。（B）將 
Vector  的 0% 血清處理之  HSPB1  相對於  HuHPRT mRNA 表現
量，當作 1.0 倍，進行標準化，計算  HSPB1  的  mRNA  表現倍數。  
 
  84表一、正常與 SCA17 淋巴細胞株年齡性別配對與 TBP  等位基因
CAG/CAA 重複次數 
 
Lymphoblastoid cell lines  Age/sex  Diagnosis  Repeat no. 
95CT277 (C1)  23/F  NC  36/38 
95CT209 (C2)  70/F  NC  36/36 
95CT167 (C3)  68/M  NC  36/36 
CC3313 (P1)  28/F  SCA17  36/55 
CC4179 (P2)  78/F  SCA17  33/46 
CC4524 (P3)  80/M  SCA17  37/44 
 
註：NC，normal control  正常人；SCA，spinocerebellar ataxia  脊髓小
腦運動失調症患者。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  85表二、TBP 等位基因 CAG/CAA 三核苷重複次數之頻率 
  Controls               P D         Tremor      Others     
CAG No.  No. %  No. % No. % No. %   
27  0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 0.7   
28  0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0   
29  0 0.0 0 0.0 1 0.9 0 0.0   
30  0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0   
31  0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0   
32  3 2.5 0 0.0 0 0.0 2 1.4   
33  1 0.8 1 0.8 2 1.9 2 1.4   
34  0 0.0 1 0.8 1 0.9 0 0.0   
35  5 4.1 4 3.1 4 3.8 6 4.2   
36  82 67.2  79 60.8  59 55.7  99 68.8   
37  31 25.4 39 30.0 33 31.1 27 18.8   
38 13 10.7  13 10.0  7 6.6  25 17.4   
39  2 1.6 5 3.8 1 0.9 2 1.4   
40  0 0.0 3 2.3 2 1.9 0 0.0   
41  0 0.0 1 0.8 0 0.0 0 0.0   
42  0 0.0 1 0.8 0 0.0 6 4.2   
43  1 0.8 1 0.8 0 0.0 0 0.0   
44  0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 0.7   
45  0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 0.7   
Total 138   148 110 172    
Mean  36.4   36.7  36.4  36.6    
Std 1.2    1.3 1.2 1.8     
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表三、TBP 等位基因 CAG/CAA 三核苷重複次數擴增之定序結果 
 
Subject Repeat 
no. 
Repeat sequence  Diagnosis
H1803 45  (CAG)3(CAA)3(CAG)6CAACAGCAA(CAG)28(CAA)1(CAG)1 OPMD 
H1900 44  (CAG)3(CAA)3(CAG)6CAACAGCAA(CAG)27(CAA)1(CAG)2 TICS 
        
註：OPMD，oculopharyngeal muscular dystrophy，眼咽肌肉失調症；TICS，tic 
syndrome，妥瑞氏症、抽動症。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 